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摘要 : 昆虫 -重组 杆 状 病毒 表达 系统 是 有 效 的 真 核 表 达 系 统 之 一 ,广泛 应 用 于 重组 蛋白 的 生产 。 目 前 常 采用 将 重组 病毒 直接 
注射 人 家 看 体内 的 方法 进行 感染 表达 ,在 实际 操作 过 程 中 很 容易 造成 病毒 对 环境 的 污染 ,具有 潜在 的 危险 性 。 为 了 严格 控制 
作业 环境 重组 病毒 的 扩散 和 潜在 污染 ,开发 安全 、 有 效 的 感染 方法 显得 非常 必要 。 本 研究 直接 将 病毒 基因 组 DNA 导 人 家 番 体 
内 取得 同样 的 感染 效果 ,探讨 了 利用 阳离子 脂 质 体 介 导 下 的 避免 病毒 污染 和 提高 感染 效果 的 感染 方法 。 
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An improved inoculation technique for inoculating recombinant baculovirus into 


silkworm, Bombyx mori, using lipofectin 

WU Xiao-Feng * , CAO Cui-Ping , CUI Wei-Zheng (1.College of Animal Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 
310029, China; 2. Department of Sericulture, Shandong Agricultural University ，Tai an, Shandong 271018, China) 
Abstract: Insect-Baculovirus Expression System is one of the most effective eukaryotic expression systems, which has 
been widely used to produce a lot of recombinant proteins. The current inoculation method is to inject recombinant virus 
directly into silkworm larvae, resulting in possibly biological danger due to virus contamination to environment during the 
practical operation. Therefore, it is necessary to develop safe infection methods in order to control the diffusion of 
recombinant virus. In this expenment, we tned to introduce directly the genome DNA of baculovirus, instead of virus 
itself, into silkworm Bombyx mori larvae and got the same infection result. By using cationic lipofectin reagent, a new 
safe and effective infection technique without virus contamination was developed . 
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表达 载体 ,从 而 具有 成 本 低 、 适 合 规模 化 生产 的 优 
点 ,非常 具有 我 国 特色 ( 吕 鸿 声 ,1998)。 然 而 ,目前 


昆虫 杆 状 病毒 表达 载体 系统 ( Baculovirus 
Expression Vector System, BEVS) 是 利用 携带 有 外 源 


目的 基因 的 重组 昆虫 杆 状 病毒 作 载 体 在 昆虫 体内 或 
昆虫 培养 细胞 进行 表达 生产 的 一 个 重组 蛋白 生产 系 
统 。 由 于 该 系统 具有 可 以 利用 昆虫 个 体 或 其 培养 细 
胞 进行 大 规模 的 高 效 表 达 生 产 等 优点 而 成 为 目前 最 
有 效 的 真 核 表达 系统 之 一 。 目 前 昆虫 杆 状 病毒 表达 
载体 系统 主要 包括 欧美 国家 正在 广泛 应 用 的 首 藻 银 
纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (Autographa californica 
nuclear polyhedrosis virus, AcNPV) 和 在 中 国 、 日 本 应 
用 较 多 的 家 蛋 核 型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori nuclear 
polyhedrosis vims，BmNPV ) 两 类 表达 系统 (Smith et 
al .，1983; Maeda et al.，1985)。BmNPV 表达 系统 
由 于 可 以 利用 我 国 饲养 量 最 大 的 经 济 昆虫 家 符 作 为 


的 感染 技术 都 是 采用 将 重组 病毒 直接 注射 人 家 等 体 
内 的 方法 进行 感染 表达 ,在 实际 操作 过 程 中 很 容易 
造成 病毒 的 扩散 ,从 而 造成 对 环境 的 污染 。 因 此 ,为 
了 严格 控制 作业 环境 重组 病毒 的 扩散 和 污染 ,提高 
该 系统 的 生物 安全 性 ,开发 安全 的 感染 方法 显得 非 
常 必要 。 

家 等 杆 状 病 毒 具 有 130 kb 大 小 的 环 状 双 链 
DNA ,在 重组 病毒 构建 过 程 中 使 用 阳离子 脂 质 体 介 
导 的 方法 能 有 效 地 将 其 共 转 染 导 入 昆虫 培养 细胞 ， 
我 们 考虑 此 技术 也 适合 于 活体 昆虫 ,这 样 就 改变 了 
直接 使 用 病毒 的 方法 ,可 以 将 重组 病毒 基因 组 DNA 
导 人 家 看 幼虫 ,并 通过 优化 接种 条 件 提高 感染 效率 ， 


基金 项 目 : 国家 留学 回国 人 员 科 研 启动 基金 ; 农业 部 “948" 项 目 (2003-Z50); 浙江 省 科技 厅 重 点 国际 合作 项 目 (2002C24003) 
作者 简介 : 吴 小 锋 , 男 ,1966 年 3 月 生 , 浙 江 富阳 人 ,博士 ,副教授 ,从 事 昆 虫 杆 状 病毒 分 子 生物 学 及 其 利用 研究 ,E-mail: wuxiaofeng@zju.edu.cn 


收 稿 日 期 Received: 2003-12-09; 接受 日 期 Accepted: 2004-05-12 


144 昆虫 学 报 Acta Eniomologica Sinica 48 卷 


以 达到 与 野生 型 病毒 同样 的 感染 效果 。 
1 材料 和 方法 


1.1 材料 

家 和 看 品种 为 其 松 x 挂 月 ,23 ~ 25% 条件 下 普通 
桑 叶 饲育 。 阳 离子 脂 质 体 Cellfectin 为 美国 Invitrogen 
公司 产品 (Cat.No:10362-010) ,质量 浓度 1.0 mg/mL。 

我 们 曾 成 功 构 建 了 一 -种 介 于 BmNPV 和 AcNPV 
间 的 杂交 型 杆 状 病毒 (hybrid baculovirus of BmNPV 
and AcNPV，HyNPV) ( 吴 小 锋 等 ,2004) ,使 用 该 载体 
获得 了 含有 外 源 目 的 基因 的 重组 杆 状 病毒 ,在 家 看 
5 龄 幼虫 中 成 功 表达 生产 了 具有 很 高 生物 活性 的 重 
组 人 酸性 和 和 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (CaFcF， 
bFGF)、 人 内 皮 血 管 生 长 因子 等 (Wu et al.，2001， 
2004) 。 本 实验 使 用 上 述 业 已 构建 的 HyNPV 和 重组 
病毒 HyNPV-bFGF 作为 实验 材料 。 

1.2 病毒 基因 组 DNA 的 提取 制备 

用 HyNPV 或 HyNPV-bFGF 重组 病毒 感染 昆虫 培 
养 细胞 Sf21，96 h 后 低速 离心 收集 细胞 ,加 入 PBS 
缓冲 液 悬 浮 后 再 离心 1 次 。 用 STRATAGENE 公司 
DNA Extraction Kit 抽 提 病毒 基因 组 ,对 RNA 消化 后 
用 A260/280 测定 DNA 纯度 和 浓度 。 

1.3 脂 质 体 Celifectin 与 病毒 DNA 混合 

根据 以 前 的 经 验 将 病毒 DNA 最 终 质 量 浓度 设 
为 5 ng/yL; Cellfectin 的 浓度 分 别 设 为 0.01.0.1 和 
1.0 ug/puL; 并 设 只 含 病毒 DNA 的 处 理 为 对 照 。 将 脂 
质 体 Cellfectin 与 病毒 DNA 按 一 定 的 比例 混合 ， 加 
入 灭 菌 纯 水 后 混 匀 ,使 用 前 室温 放置 30 min。 每 头 
家 和 看 经 皮 注 射 ,注射 量 为 20 pyL; 每 处 理 30 头 家 和 看， 
重复 2 组 。 

家 等 被 BmNPYV 感染 后 最 显著 的 病理 特征 是 在 
感染 细胞 的 核 或 质 中 产生 包含 和 保护 病毒 粒子 的 一 
种 蛋白 质 结 晶 , 称 为 包涵 体 (inclusion body，IB) 或 多 
角 体 (polyhedron) ,一 般 呈 多 面体 ,具有 棱角 ( 浙 江 大 
学 , 2001) ,在 显微镜 下 能 明显 地 观察 到 。 因 此 ,我 
们 通过 镜 检 以 是 否 出 现 多 角 体 及 其 多 少 来 判断 家 看 
是 否 受 到 感染 及 感染 的 程度 。 

1.4 病毒 经 皮 和 经 口感 染 

经 皮 感 染 方法 :将 5 龄 幼虫 放置 冰 上 数 分 钟 , 然 
后 将 含有 病毒 液 或 其 DNA 的 混合 液 从 幼虫 腹部 节 
间 膜 处 注射 接种 ,注射 时 针头 平行 插入 且 轻 推 针 简 ， 
注意 不 伤 其 内 部 器 官 。 每 头 幼虫 注射 量 为 20 pL。 
接种 后 30 min 用 桑 叶 饲养 。 


经 口感 染 方法 :将 一 定量 的 病毒 DNA 的 混合 液 
均匀 涂 布 于 桑 叶 后 直接 喂食 家 等 。 
1.5 多 角 体 的 鉴别 

取 幼 虫 少量 血液 置 于 载 玻 片上 ,在 显微镜 下 观 
察 是 否 有 和 多角 体 。 


2 结果 


2.1 不 同 浓度 的 Cellfectin 与 病毒 DNA 混合 后 对 
家 和 看 的 感染 效果 
不 同 浓度 的 Cellfectin 与 病毒 DNA( 终 浓度 为 5 
ng/uL) 混 合 液 经 皮 注 射 后 对 家 看 幼虫 的 感染 效果 见 
表 1。 没 有 混合 Cellfectin 仅 有 病毒 DNA 的 对 照 组 即 
使 在 96h 后 也 检测 不 到 多 角 体 ,说 明 将 病毒 DNA 单 
独 注射 人 家 看 幼虫 体内 不 能 引起 感染 ; 而 在 
Cellfectin 的 混合 组 ,即使 非常 低 的 浓度 ,如 0.01 pg/ 
kL, 在 96 h 也 能 检 出 较 多 的 多 角 体 ,在 0.1~1.0 pg/ 
民 范 围 内 ,在 48 h 都 能 观察 到 大 量 的 多 角 体 (图 
1) ,说 明 阳 离子 的 Cellfectin 确实 具有 非常 强 的 介 导 
能 力 ,病毒 基因 组 与 其 混合 后 注射 人 家 看 产 生 很 好 
的 感染 效果 。 这 样 处 理 的 家 看 能 观察 到 与 典型 
BmNPV 感染 相同 的 外 表 病 症 , 即 蛋 体 体 色 乳白 , 体 
躯 肿胀 ,狂躁 爬行 ,100 狗 幼虫 出 现 典型 的 高 节 病 症 ， 
最 后 死亡 。 通 过 本 实验 ,我 们 初步 将 Cellfectin 的 最 
佳 质量 浓度 确定 在 0.1 ug/nL 左右 的 水 平 。 
表 1 不 同 浓度 Cellfectin 与 病毒 DNA( 终 浓度 
5 ng/aL) 混 合 液 对 家 乔 的 感染 效果 
Table 1 Infection with various Cellfectin concentrations and 
virus DNA (at a _ concentration 5 ng/uL) in Bombyx mori 


Cellfectin 浓度 (pg/pL) 多 角 体 检 出 Polyhedron check 


Cellfectin concentration 48 h 96 h 
1 二 二 二 + + 十 
0.1 + + 十 + + 十 
0.01 十 十 十 


0( 仅 病毒 DNA only virus DNA) = = 
+,+ +，+ ++: 依 次 表示 多 角 体 的 多 少 Means the amount of 
polyhedron checked; - : 表示 没有 检测 到 多 角 体 Means no polyhedron; 表 
2 同 The same for Table 2. 

2.2 不 同 浓度 病毒 DNA 与 Cellfectin 混合 后 对 家 
重 的 感染 效果 

根据 表 1 的 结果 ,我 们 将 Cellfectin 的 浓度 设 定 
为 0.1 pg/nL, 使 用 不 同 浓度 的 病毒 DNA 来 确定 产生 
良好 感染 所 需 的 病毒 DNA 浓度 。 实 验 结果 ( 表 2) 表 
明 ,病毒 DNA 浓度 在 5 ~ 100 ng/xL 范围 内 ,在 48 h 
都 能 镜 检 到 大 量 的 多 角 体 ,1 ng/yL 在 96 h 也 观察 到 
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图 1 不 同 浓度 Cellfectin 与 病毒 DNA 混合 后 对 家 算 的 感染 效果 
Fig.1 Inoculation of the mixture solution of virus DNA and Cellfectin to silkworm Bombyx mori larva 
a: 对 照 CK, Cellfectin 和 浓度 为 QO( 仅 病 寄 DNA? Cellfectin concentration is 0 Conly vims DNA?: 
b: Cellfectin 浓度 为 0.1 pgipL Cellfectin concertration is 0.1 pgipL. 


较 多 的 多 角 体 ,0.1 ng/wL 时 由 十 DNA 量 太 少 , 感 
染 时 间 延 长 。 这 样 ,我 们 将 5 ngipLl 的 病毒 DNA 浓 
度 确 定 为 比较 合理 的 使 用 剂量 。 
表 2 不 同 浓度 病毒 DNA 与 Cellfectimt 终 浓度 0.1 pg/pL) 
混合 后 对 家 看 的 感染 效果 
Tahle 2 Infection with various Yirus DNA concentrations 


and Cellfectin (at a concentration 0.1 ug/uL? in Bombyx mor 


所 痊 DNA (ng 。 多 负 人 栓 册 Pay ded 
Virus DNA concentration 48T 06 
100 + + 十 + 十 十 
10 十 十 十 + + 十 
5 + + 二 + + 十 
l *: 汗 二 十 十 
0.1 + Pe 


OC Callfectin) (Conly Cellfectin) 


2.3 不 同 浓度 Cellfectin 与 重组 病毒 DNA 混合 后 
对 家 等 的 感染 效果 

为 了 探讨 更 具有 实际 应 用 意义 的 重组 杆 状 病毒 
接种 感染 效果 ,我 们 以 上 述 得 到 的 病毒 DNA 和 脂 质 
体 混 合 感染 数据 为 基础 进行 比较 合理 的 组 合 ,在 使 
用 病毒 HyNPV DNA 的 同时 ,也 对 含 外 源 目 的 基因 重 
组 病毒 HyNPV-bFGF DNA 进行 实验 比较 。 详 细 调查 
了 接种 后 家 笨 的 化 晴 . 羽 化 发 育 过 程 及 死亡 情况 。 
结果 ( 表 3) 表明, 无论 是 病毒 DNA, 还 是 重组 病 窒 
DNA,， 单独 接种 都 不 能 感染 家 盘 , 家 盘 发 育 照 常 ;在 
与 脂 质 体 混合 后 ,重组 病毒 DNA 组 与 野生 型 病毒 
DNA 组 一 样 , 能 100 狗 感染 家 查 ， 使 其 在 化 晴 前 全 
部 死亡 。 这 说 明 重 组 病毒 DNA 在 脂 质 体 介 导 下 ,能 
达到 与 野生 型 病毒 DNA 完全 相同 的 感染 效果 ， 这 
为 应 用 重组 病毒 感染 家 前 这 一 新 技术 提供 了 重要 的 
依据 。 
2.4 病毒 DNA 经 口 添 食 对 家 看 的 感染 效果 

除了 经 皮 穿 刺 接 种 外 ,经 口 添 食 更 为 便捷 、 快 


速 。 由 于 重组 病毒 不 象 野生 型 病毒 外 层 有 多 角 体 的 
保护 ,所 以 通常 经 口 洪 食 重组 病毒 容易 失 活 ,感染 效 
表 3 病毒 DNA 及 其 与 Cellfectin 混合 后 对 家 重 的 感染 效果 
Table 3 Infection with Yirus DNA and 
Celltectin in Bombyx mori 


接 神 幼虫 数 ”化 晴 数 羽化 数 死亡 数 


处 理 Treatmert Inoculated Pupation Mah Death 
larva riember nmber rumber nember 

无 处 理 Control 10 10 10 0 

严 菌 水 HO only 10 10 10 0 

病毒 DNA HYNEV DNA only 230 230 30 0 

重组 病毒 HyNEV-bFGF DNA only 30 30 30 0 

脂 质 体 Cellfectin only 10 10 10 0 

病 寄 DNA/ 脂 质 体 温 吝 液 

HYNPV DNA + Cellfectin 0 9 9 " 

二 EB a 
重组 病毒 DNA 脂 质 体 混合 液 30 站 6 30 


HyNPV-bFGF DNA + Cellfectin 


注 : DNA 最 终 浓度 为 5 ng/pL, Cellfectin 最 终 浓度 为 0.1 pgrnL 表 4 同 ); 


每 头 家 得 注射 量 为 20 pL: 每 区 30 头 家 重 , 对 照 组 10 头 ,重复 2 组 。 
Notes: The final DNA concertration was 5 ng/pL and Cellfectin 0.1 pginL 
《The same in Table 42. The injection volume was 20 pL per larva: 30 larvae 
were used for one tested group and 10 far control group: 2 repeats. 
表 4 病毒 DNA 经 口 添 食 对 家 看 的 感染 效果 
Tabke 4 Infection through oral administration 
of virus DNA in Bombyr mori 


疏 理 芒 虫 数 。 存 消 数 。” 死亡 数 

处 理 Treatment Treated larva Survival ”Dead larva 
nmber larva nomber nmber 
无 处 理 Control 10 10 0 
炎 菌 水 HzO only 10 10 0 
病毒 DNA HyNEPV DNA only 30 30 0 
重组 病毒 DNA 
HyNPV-bFGF DNA only i 人 
脂 质 体 Cellfectin anly 10 10 0 
病毒 DNA/ 脂 质 体 泥人 守 液 20 20 0 
HyNPY DNA + Cellfectin 
二 EE A 

重组 病 奉 DNA/ 脂 质 体 泥 诗 液 20 30 交 


HYNPY-bFeFE DNA + Gellfectin 


注 : 涂 布 滩 叶 后 直接 应 食 。 
Notes: The mixtute solution 过 DNA and lipofection was smeared to mulberry 
leaves: which were taken to feed larva directly. 
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果 很 差 。 为 了 探讨 重组 病毒 DNA 经 口 漆 食 是 个 也 
具有 感染 效果 ,我 们 用 上 述 相 似 的 方法 ,将 重组 病毒 
DNA 与 Cellfectin 混合 液 涂 布 又 叶 后 直接 添 食 5 龄 
起 和 三 。 结 果 ( 表 4) 表 明 , 经 口 添 食 没 有 任何 感染 效 
果 , 不 能 引起 家 牌 感染 。 

3 讨论 

本 研究 表明 ,无 论 是 产生 多 角 体 的 病毒 还 是 重 
组 病毒 基因 组 ,其 DNA 和 阳离子 脂 质 体 按 一 定 比 例 
混合 后 经 皮 接 种 家 可 均 产 生 典 型 的 杆 状 病毒 感染 症 
状 ,说 明 这 种 新 的 接种 感染 方法 具有 与 病毒 直接 接 
种 相同 的 感染 效果 。 其 优点 在 于 : 改变 了 传统 的 直 
接 使 用 病毒 的 接种 方式 , 避免 了 病毒 可 能 扩散 后 引 
起 作业 环境 污染 的 潜在 危险 性 , 提高 了 昆虫 杆 状 病 
毒 表达 系统 的 生物 安全 性 。 

脂 质 体 是 通过 阳离子 的 脂 质 N-[L 1-(2, 3- 
dioleyloxy)propyl]j-N, N，N-trimethylammonium chloride 
(CDOTMA 和 dioleoyl phosphotidylethanolamine CDOPE 
按 1:1 的 质量 比 混合 而 成 。 它 非常 适合 并 常用 于 
DNA 转 染 入 培养 细胞 ,与 DNA 混合 后 形成 lipid- 
DNA 复合 物 ,此 复合 物 与 培养 细胞 融合 后 导致 DNA 
的 有 效 转 入 。 与 其 他 的 转 染 方法 , 如 磷酸 钙 、DEAE- 
dextran 等 转 染 法 相 比 , 脂 质 体 转 染 法 效率 提高 5 ~ 
100 倍 ， 已 被 成 功用 于 DNA (Felgner et al.，1987)， 
RNACMalone et oj .，1989) 及 袁 聚 核 音 酸 转 染 入 不 
同类 型 的 细胞 , 还 能 使 DNA 转 染 入 原生 质 体 
《Sporlein and Koop，1991)。 转 染 能 人 奋 成 功 取决 于 转 
染 的 条 件 最 优化 , 如 脂 质 体 的 用 量 、DNA 浓度 及 脂 
质 体 -DNA 混合 孵育 时 间 。 

家 得 具有 开放 的 血液 循环 系统 ,几乎 所 有 的 器 
官 ,包括 卵 梨 ,都 浸润 在 血液 中 。 已 有 报道 表明 , 即 
使 在 血清 存在 的 情况 下 脂 质 体 也 能 进行 成 功 的 转 染 
(Brunette et al .，1992)。 这 样 我 们 考虑 家 盏 幼虫 体 
内 的 情况 与 体外 细胞 培养 在 血清 存在 下 的 情形 是 相 
似 的 。 本 研究 表明 脂 质 体 介 导 下 确实 能 成 功 地 将 较 
大 的 杆 状 病毒 DNA 有 效 地 转 染 入 家 盘 幼 虫 体内 。 

家 得- 杆 状 病毒 表达 系统 有 可 能 成 为 我 国生 物 
技术 产业 化 中 具有 自主 知识 产权 的 一 个 有 力 工 具 ， 
开发 安全 ,快速 的 接种 技术 已 成 为 解决 产业 规模 化 
中 的 一 个 关键 技术 。 本 研究 结果 提供 了 一 个 安全 的 
技术 ,但 离 快速 的 要 求 还 有 上 距离。 本 实验 病毒 DNA 
经 口 添 食 没 有 感染 效果 ,原因 可 能 是 家 盘 幼 忠 中 肠 
内 的 强 碱 性 CpH 9.2 ~ 9.8) 破 坏 了 脂 质 体 和 大 分 子 
DNA 形成 的 复合 物 。 这 为 我 们 今后 的 研究 提出 了 
新 的 课题 。 


另外 ,家 得 BmNPV 为 核 型 多 角 体 病毒 ,阳离子 
脂 质 体能 非常 有 效 地 将 其 DNA 转 染 入 家 得 细胞 并 
引起 感染 ,说 明 病 毒 DNA 能 进入 细胞 核 ,暗示 在 转 
基因 家 看 或 其 他 转基因 昆虫 研究 领域 中 该 技术 可 能 
发 展 成 为 一 个 有 效 的 方法 。Yamao 等 (1999) 使 用 对 
家 华 非 感染 性 的 重组 苗 蒂 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
(AcNPV) 作 为 载体 , 绿色 荧光 蛋白 GFP 基因 为 标 
记 , 通 过 回 家 和 三 卵 注 射 该 病毒 , 获得 能 发 绿色 荧光 的 
转基因 家 每 ,证 明了 使 用 该 技术 能 定向 地 向 家 和 三 基 
因 组 中 导入 外 源 目 的 基因 。 
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